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摘要： 目的 研究荧光 PCR 熔解曲线法检测结核分枝杆菌耐异烟肼突变方法， 评价检测耐多药结核病的能力。 方法
对结核病人临床分离结核分枝杆菌使用荧光 PCR 熔解曲线法检测， 与金标准传统药物敏感性试验比较， 获得该方法
的灵敏度、 特异度和一致率。 结果 检测 408 例结核病人临床分离培养样本， 药敏试验检出 278 例异烟肼敏感标本，
130 例异烟肼耐药标本； 荧光 PCR 探针熔解曲线法检出异烟肼敏感和耐药标本 281 例、 127 例， 灵敏度为 87.69％， 特
异性为 95.32％， 一致率为 92.89%。 结论 荧光 PCR 探针熔解曲线法检测速度快速、 特异性强、 灵敏度较高， 可用于
结核分枝杆菌耐异烟肼突变的快速检测， 适于耐多药结核病的快速筛查。
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Abstract： OBJECTIVE The study explored the features of fluorescent PCR ／melt-curves analysis in the detection of isoni-
azid-resistant mutations in Mycobacterium tuberculosis， so to evaluate the capability of the method in the identification of
multidrug-resistant tuberculosis. METHODS Mycobacterium tuberculosis isolated from tuberculosis patients were subjected to
fluorescent PCR ／melt-curves analysis and gold standard conventional drug susceptibility test. The results were compared to ob-
tain the sensitivity， specificity， and consistency of the new method. RESULTS Among the 408 culture samples isolated from
tuberculosis patients， drug susceptibility test indicated 278 isoniazid-sensitive and 130 isoniazid-resistant specimens， and
fluorescent PCR ／melt-curves analysis revealed 281 and 127 specimens， respectively. Consequently， sensitivity， specificity，
and consistency of the fluorescent PCR ／melt-curves analysis were 87.69%， 95.32%， and 96.32%， respectively. CONCLU-
SION Fluorescent PCR ／melt-curves analysis is time-efficient and high in specificity and sensitivity， and may be used in the
rapid detection of isoniazid-resistant mutations in Mycobacterium tuberculosis and rapid screening of multidrug-resistant tuber-
culosis.
Keywords： Mycobacterium tuberculosis； Melt-curve analysis； Isoniazid； Detection
结核病是一种重要的传染病， 随着抗结核药物
的使用， 耐药结核病人也逐渐增加 ［1，2］， 其中耐多药
结核病 （multidrug resistant tuberculosis， MDR-TB）［3］
即至少同时耐异烟肼 （INH） 和利福平 （RFP） 两种
一线抗结核药物的结核病人也逐年增加， 高治疗成
本、 长治疗周期、 低治愈率是 MDR-TB 的特点 ［4，5］。
传统对耐药病人的实验室检查主要依靠临床菌株分
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甲酸 （PNB） 鉴别培养基和噻吩－2－羧酸肼 （TCH）
生长试验， 异烟肼药敏试验 （0.2 μg ／ml） 为比例法，
均按照中国防痨协会 《结核病诊断实验室检验规程》
进行。
1.3 熔解曲线法检测 INH 耐药
按照熔解曲线法结核分枝杆菌异烟肼耐药突变
检测试剂盒 （批号： 10110402， 厦门致善生物科技
有限公司） 说明书操作， 简述如下。 固体培养基上
生长 2～3 周的结核分枝杆菌， 用标准接种环收集菌
株 1 环， 振荡悬在 250 μl TB DNA 提取液中， 99℃
加热 20 min， 14 000 r ／min 离心 10 min， 吸取 5 μl
上 清 液， 加 入 到 含 20 μl PCR 反 应 液 的 反 应 管 中，
放入 IQ5 实时荧光 PCR 扩增仪 （USA， Bio-Rad） 进
行扩增和熔解分析。 PCR 反应程序： UNG （尿嘧啶
糖苷酶） 去污染处理 50℃ 2 min， 1 个循环； 预变性
95℃ 10 min， 1 个循环； Touchdown 循环 95℃ 15 s，
70℃ 20 s （每个循环下降 1℃）， 13 个循环； PCR 循
环 76℃ 25 s， 95℃ 15 s， 57℃ 20 s， 76℃ 25 s， 42
个 循 环。 熔 解 分 析 程 序： 95℃ 2 min， 40℃ 2 min，
40℃～80℃每 1℃进行 FAM 和 TET 荧光信号采集， 1
个 循 环。 当 样 品 的 熔 解 温 度 （Tm） 与 阳 性 对 照 的
Tm 一致 （误差不超过 1℃） 时判定为野生型； 样品








katG 待 测 区 域 的 288 bp 的 DNA 片 段， 上 游 引 物：
5′-CGAGACGTTTCGGCGCATG-3′和 下 游 引 物： 3′-
GTTATGTGGCGGTTCCTGCC-5′； 扩 增 包 含 inhA 待
测区域的 261 bp 的 DNA 片段， 上游引物： 5′- A-
CATACCTGCTGCGCAATTC -3′ 和 下 游 引 物 ： 3′ -
CTCCTTTGGCCCCCTAGCC-5′； 扩增包含 inhA94 待
测 区 域 的 305 bp 的 DNA 片 段 ， 上 游 引 物 ： 5′-
CGTTTCACATCGCACGGGTAG-3′和 下 游 引 物 ： 3′-
GCTCTACACCTACGGGAACCTG -5′ ； 扩 增 包 含







灵敏度 = A ／ （A＋C） ×100％
特异度 = D ／ （B＋D） ×100％
一致率 = （A＋D） ／ （A＋B＋C＋D） ×100%
使用 SPSS11.5 统计软件建立数据库， 并采用配
对卡方检验 （McNemar Test） 和 Kappa 检 验 分 析 两
种方法的一致性， 以 P﹤0.05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2.1 药敏
共收集涂片阳性的肺结核病人 413 例， 经分离
培养， 剔除污染和未生长菌株 5 株， 共获得 408 株








87.69％ （114 ／ 130）， 特 异 性 为 95.32％ （265 ／ 278），
结果见表 2。
熔解曲线法同比例法药敏试验检测方法结果一
致 率 为 92.89% ， Kappa 值 为 0.821 （ P = 0.007 ﹤





解曲线法检测敏感的菌株经测序， 其中 14 株试剂盒
设计覆盖的位点无突变， 为野生型菌株； 1 株发生
inhA 启动子区-15C→Y 突变， 1 株发生 katG315AGC→
ASC 突变。
13 株药敏试验敏感而熔解曲线法检测耐药的菌
株， 5 株发现在 ahpC 启动子区有突变， 4 株发现在
inhA 启动子区有突变， 3 株发现在 katG315 位点有
突变， 另有 1 株同时发生 ahpC 启动子区和 katG315
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突变联系了不同的药物耐受。 但结核杆菌耐 INH 的
机 制 比 较 复 杂 ［8］， 突 变 能 引 起 INH 耐 药 的 基 因 有
KatG、 inhA、 achpC、 ndh、 Kas。 有 研 究 显 示 ［9，10］，
KatG 和 inhA 突 变 为 结 核 杆 菌 耐 INH 的 主 要 方 式，
DNA 微阵列芯片技术晶芯 （中国， 博奥）［10］和线性
探针膜杂交技术 GenoType MTBDRplus assay （德国，
HAINS）［11］， 这两种方法均检测异烟肼耐药突变位点
KatG 和 inhA。 而荧光 PCR 探针熔解曲线法除检测
异烟肼耐药突变位点 KatG 和 inhA 外又增加了 ahpC
启动子区 （-44~-30 以及-15~3 位点）， 这比基因芯
片和线性探针增加了检测位点和突变类型， 同时获
得了更高的灵敏度、 特异度和一致性。 此外， 芯片
和线性探针技术可在 6～8 h 获得结果， 但需要特殊
仪器， 操作步骤繁琐， 对操作人员的技术要 求 高，
而荧光 PCR 探针熔解曲线法在通用的荧光定量 PCR
仪上就能完成， 不需要特殊的仪器设备， 2～3 h 内既
可以获得检测结果。
本研究中熔解曲线法未能检测出的 16 份药敏试





序证实， 5 例 ahpC 启动子区突变， 4 例 inhA 启动子
区突变， 3 例 katG315 位点突变， 1 例同时发生 ahpC
启动子区和 katG315 位点突变。 测序结果同探针熔
注： 图中 A， B， C， D 分别为 4 个检测通道的典型熔解曲线结果。 A 图 1： ahpC -32 G→A 突变型， 2： ahpC -10 C→T 突变型， 3： ahpC
-12 C→T 突变型， 4： 野生型； B 图 1： inhA 94 TCG→GCG 突变型， 2： 野生型； C 图中 1： inhA -8 T→C 突变型， 2： inhA -15 C→T 突变型，









耐药或耐药水平很低， 如 KatG 和 inhA 突变联系着
不同的耐药水平， KatG 联系高耐药 （﹥1 μg ／ml），




染。 该方法也可先在普通 PCR 仪器上扩增出产物，
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3 讨 论
过敏性鼻炎 （allergic rhinitis， AR） 是特应性个
体接触致敏原后由 IgE 介导的递质释放、 并有多种
免疫活性细胞和细胞因子参与的鼻黏膜慢性炎症反
应性疾病。 AR 的主要临床表现有鼻塞、 流鼻涕、 鼻
痒、 打喷嚏以及嗅觉功能障碍等。 AR 的发病机制极
其复杂， 涉及大量的细胞因子和炎症介质， 是多因
素、 多环节的共同作用。 从免疫学角度来看， AR 是
体外环境因素作用于机体导致的异常免疫反应， 造
成 Thl 和 Th2 免疫反应失衡而引发的、 以鼻腔黏膜
Th2 免疫反应为主的变应性炎症反应， 其主要的免
疫病理学特征是组织中大量表达 Th2 细胞因子的细
胞浸润［1］。 Thl 细胞的功能主要依赖 IFN-r 实现。 而
Th2 细胞功能主要依赖 IL-4、 IL-5 等。 有研究证据
表明， 通过诱导Thl 型细胞的反应来调节 Th2 型细胞
的细胞因子分泌谱可以改善与 Th2 相关的疾病。 据




显的 IFN-r 下调［4］。 因此， Th1 ／ Th2 淋巴细胞亚群平
衡及自身调节对过敏性疾病的发生发展有着极其重
要的作用。
过敏原进入机体后， 最初引起 B 细胞和巨噬细
胞对其的吞噬。 细胞内的过敏原碎片被传递到过敏
原特异性 T 细胞 表 面， 以 分 泌 IL-4、 IL-5、 IL-13
的 Th2 细胞为主。 IL-4 及其他 Th2 细胞因子， 辅助
招募可产生 IgE 抗体并能诱导过 敏 发 生 的 B 细 胞、
肥大细胞及嗜酸性粒细胞 （EOS） 等 ［5］。 IgE 抗体与
嗜碱性粒细胞及肥大细胞相连后激活被 IgE 致敏的
细胞， 分泌各种炎症介质， 如组胺、 嗜酸性粒细胞
趋化因子 （Eotaxin）、 花生四烯酸代谢产物 （LTB4、
PGD2、 LTC4、 LTD4 等 ）， 引 起 各 种 临 床 症 状 ［6，7］。
IL-4 为 IgE 的正性调节因子， 是过敏性鼻炎患者血
清中 IgE 合成过多的主要原因， 所以降低 IL-4 的含
量， 减少 IgE 合成是治疗过敏性鼻炎有效途径之一［8］。
实验结果证实， 乳酸杆菌组能显著降低大鼠鼻
分泌物中 EOS 含量 （P﹤0.05）， 与阳性药对照组比
较， 差异无统计学意义 （P﹥0.05）。 模型组的 IgE、
IL-4 水平、 IFN-r 含量与正常组比较， 差异有统计
学意义 （P﹤0.05）， 证实了过敏性鼻炎大鼠模型中
存在着以 Th2 免疫反应为主的变应性炎症反应。 同
时， 乳酸杆菌组能显著下调 IgE、 IL-4 水平， 上调
IFN-r 水平， 与模型组比较， 差异均有统计学意义
（P﹤0.05）； 乳酸杆菌组与阳性药对照组 IgE、 IL-4、
IFN-r 的含量比较， 差异无统计学意义 （P﹥0.05）。
提示乳酸杆菌可以通过下调 IgE、 IL-4 水平， 上调
IFN-r 的含量， 影响 EOS 增殖和活化， 改变促进变
态反应的 Th2 细胞偏倚， 通过调节宿主免疫功能而
发挥抗过敏作用。
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